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RESUMO

Estudos mostram o envolvimento das espécies reativas de oxigénio
(EROs) nos distintos tipos de dor, porém ainda se desconhece o papel efetivo e
as possiveis alteracdes temporais destas espécies no sistema nervoso central.
Um modelo para o estudo da dor neuropética (dor desencadeada por dano em
nervo periférico ou agrupamentos neuronais centrais) é a constricdo nervosa
periférica. Nesta condicdo um quadro de estresse oxidativo é estabelecido no
local da lesdo, mas ainda se desconhece as possiveis alteracdes temporais
das EROs no sistema nervoso central. Assim, este estudo demonstrou 0s
efeitos da constricdo unilateral do nervo isquiatico sobre parametros oxidativos,
como peroxidacgdo de lipidios, atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase e catalase, e teor do antioxidante ndo enzimatico acido ascorbico,
em medula espinal, tronco encefélico e neocértex de ratos, considerando nesta
avaliacdo os periodos experimentais de 3 e 10 dias a fim de determinar a
variacdo temporal destes indicadores apds a lesdo periférica. Para relacionar
estes resultados com a sensibilidade dolorosa, foi determinado ainda o efeito
da lesdo nervosa periférica sobre as sensibilidades mecéanica e térmica dos
animais.

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 30 ratos Wistar machos,
pesando 200-300g, os quais foram divididos em 3 grupos experimentais, cada
um composto por 06 animais: controle (animais que nao sofreram qualquer tipo
de intervencdo cirargica), Sham (animais que sofreram a incisdo dos tecidos
até a visualizacdo do nervo isquiatico; este grupo foi subdivido em dois
subgrupos, conforme o tempo entre a cirurgia e a morte do animal, resultando
nos subgrupos Sham 3 dias e Sham 10 dias), e com constricdo nervosa (Cl)
(animais em que o0 nervo isquiatico foi isolado e recebeu em seu tronco comum
guatro amarraduras; este grupo foi subdivido em dois subgrupos, conforme o
tempo entre a constricdo nervosa periférica e a morte do animal, resultando
nos subgrupos Cl 3 dias e CI 10 dias). Os testes de Von Frey e da placa
qguente avaliaram as sensibilidades mecanica e térmica, respectivamente, antes
da leséo e aos 3 e 10 dias apGs os procedimentos cirtrgicos. Aos 3 e 10 dias,
os animais foram decapitados e retirados medula espinal lombossacral, tronco
encefalico e neocortex, usados para a determinacdo da peroxidacao lipidica
(pela técnica do xilenol laranja), atividades das enzimas antioxidantes
superoéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), e teores de acido ascoérbico. Os
dados foram analisados por teste t de Student para amostras pareadas, na
andlise dos resultados dos testes de sensibilidade, e ANOVA de duas vias,
seguida do pos-teste de Bonferroni, na andlise dos dados bioquimicos, sendo
considerada diferenca significativa quando p<0,05.

Aos 3 e 10 dias, as sensibilidades mecanica e térmica estavam
aumentadas no grupo ClI, estando a hiperssensibilidade mecénica restrita a
pata lesionada. Nenhuma mudanca significativa ocorreu no grupo Sham. Na
medula espinal, apesar da atividade da SOD estar reduzida aos 3 dias nos
grupos Sham e ClI, esta diminuicdo nado foi significativa. Porém, aos 10 dias
houve aumento significativo na atividade desta enzima em ambos 0S grupos
experimentais. No tronco encefalico, a atividade da SOD estava
significativamente reduzida aos 3 dias nos grupos Sham e CI. Aos 10 dias, esta
atividade ainda se encontrava reduzida no grupo Sham, mas com valor similar
ao do grupo controle nos ratos Cl. No neocoértex, a atividade da SOD foi
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significativamente aumentada no grupo Cl aos 3 e 10 dias, enquanto no grupo
Sham o acréscimo ocorreu apenas aos 10 dias. A atividade da CAT aumentou
significativamente na medula espinal dos ratos Cl aos 3 e 10 dias, néo
ocorrendo mudancas significativas neste tecido dos ratos Sham. No tronco
encefalico, a atividade desta enzima diminuiu significativamente no grupo
Sham aos 10 dias, mas aumentou no grupo CIl neste periodo. Nenhuma
mudanca estatisticamente significativa foi observada aos 3 dias. No neocortex,
a atividade da CAT aumentou significativamente aos 10 dias apenas no grupo
Cl. O teor de acido ascorbico diminuiu significativamente somente aos 3 dias
na medula espinal do grupo Cl. Nenhuma modificacao significativa ocorreu no
tronco encefalico e neocortex. A peroxidacao lipidica estava significativamente
aumentada na medula espinal dos ratos Cl aos 3 e 10 dias, mas apenas aos 10
dias nos ratos Sham. No tronco encefélico e no neocortex, o aumento
significativo foi observado apenas aos 10 dias nos grupos Sham e CI.

Estes resultados mostram que a constricdo do nervo isquiatico, bem
como a manipulagéo deste nervo, altera parametros oxidativos em regifes do
sistema nervoso central, estando estas mudancas possivelmente relacionadas
com o diferente nivel de ativacdo das vias nociceptivas centrais nos ratos
Sham e CI.



INTRODUCAO

A medicina, como ciéncia, surgiu na tentativa de entender e buscar solucdes
para as diversas condicfes que afetam o0 estado de saude dos seres humanos; e, ao
longo de séculos, vem estudando os mecanismos funcionais do corpo humano com o
intuito de compreender as alteragdes que levam a danos nesse sistema. Normalmente
um individuo procura auxilio médico quando é acometido por uma condi¢cdo dolorosa.
Mas o0 que € a dor? Diversos conceitos foram propostos em diferentes momentos da

histéria do estudo da dor.

Uma definicdo propde que dor é a percepcédo de sensagdes tao diversas como a
irritacéo, inflamacédo, ardéncia ou latejar, geralmente sensagfes oriundas de alguma
parte do corpo, tratando-se assim de uma experiéncia desagradavel (Millan, 1999;
Loeser et al., 2001). Tracey (2005) definiu dor como uma experiéncia consciente, fruto
da interpretacdo e percepgdo de um estimulo nocivo, e que sofre a influéncia de fatores
emocionais, cognitivos, mnemoénicos e patologicos. Nesta nova definicdo foram
considerados outros fatores que influenciam direta ou indiretamente a forma de
percepcdo de uma sensacdo dolorosa. A medida que a compreensdo sobre 0s
mecanismos de dor foi evoluindo suas definicdes também foram sendo aprimoradas e,
em 2008, a Associacéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 2008) passou a
considerar também o carater multifatorial que compde esta sensacéo, e a define como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou

potencial, ou descrita em termos que sugerem tal dano.

Nocicepgdo, entretanto, é o processo neural de codificacdo e processamento de
estimulos nocivos, ou seja, se refere aos mecanismos pelos quais a dor é codificada e
transmitida ao sistema nervoso central (SNC) (Loeser et al., 2001; Xie et al, 2008;
IASP, 2008). H4& quase um século foi proposta a existéncia de nociceptores, que séo
terminacfes livres de neurbnios nociceptivos periféricos, as quais sao ativadas por
estimulos de intensidades capazes de causar leséo tecidual (Sneddon, 2004; Mosley et
al, 2006). Estudos tém mostrado que os estimulos nocivos desencadeiam alteracdes
celulares que levam a liberagdo de substancias quimicas, independente dos mesmos
serem induzidos por doencas, inflamagdes, acidentes ou provocados por cirurgias ou
quaisquer outros procedimentos (Millan, 1999; Loeser et al., 2001; Xie et al, 2008).

Nociceptores também possuem especificidade aos estimulos, os quais podem ser de



diferentes modalidades: térmicos, mecanicos e/ou quimicos (Loeser et al., 2001; Millan,
1999).

Os nociceptores sao fibras nervosas do tipo A delta (Ad) e C. Em mamiferos, as
fibras Ad s@o pouco mielinizadas, sendo responsaveis pela transmissao da dor primaria
ou “primeira dor’. As fibras do tipo C, amielinicas, sdo as responsaveis pela
transmissao da dor secundaria (Loeser et al.,, 2001; Millan, 1999; Xie et al, 2008).
Nesse sistema, cada neurdnio constitui um canal independente de comunicagao
sensorial, que comunica ao SNC o estimulo que ocorreu na periferia (Siniscalco et al,
2007). Sinais provenientes da pele, dos musculos e das articulagbes de membros e
tronco chegam ao corno dorsal ou posterior da medula espinal, ocorrendo neste local a

modulacao inicial destas informacoes.

Para Costigan e colaboradores (2009), a dor pode ser classificada em trés tipos,
nociceptiva, inflamatoria e disfuncional. O autor considera a dor nociceptiva como um
sinal de alarme mediado por fibras amielinicas tipo C e finamente mielinizadas tipo Ad.
Estas fibras expressam receptores que respondem a estimulos térmicos e mecanicos
de forte intensidade, bem como a mediadores quimicos enddgenos e exdgenos.
Funcionalmente pode-se dizer que a dor nociceptiva € protetora, ocorrendo sempre em
resposta a um estimulo nocivo e perdurando enquanto o estimulo estiver presente. A
dor inflamatéria, por sua vez, ocorre em resposta a uma leséo, quando a prote¢do nao
foi suficiente para evitar o dano. Na tentativa de reparar a lesdo, o sistema nervoso
promove mudancas na responsividade desse sistema, de forma que estimulos in6cuos
e nocivos desencadeiam respostas exageradas e prolongadas (Costigan et al, 2009,
Juhl et al, 2008). Esta sensibilidade aumentada ocorre nas areas lesionadas e em
areas adjacentes como resultado da plasticidade dos nociceptores e de vias

nociceptivas centrais (Costigan et al, 2009).

As dores disfuncionais sdo mas adaptacdes uma vez que deveriam proteger o
organismo de possiveis estimulos nociceptivos, e resultam de um mau funcionamento
no sistema somatossensorial. Ocorrem em situacées em que n&o séo identificados o
estimulo nocivo especifico e o estimulo inflamatério em curso, ou mesmo um dano

neuronal.

Uma caracteristica comum aos diferentes tipos de dor é a sensibilizag&o, a qual
pode ser periférica e central. Na primeira, os mediadores inflamatérios ativam vias de

transducdo nos nociceptores, ativando e aumentando a inser¢cédo de canais iGnicos nas



membranas, reduzindo o limiar de ativacdo ou aumentando a excitabilidade de fibras
nociceptivas. Na segunda condicdo, coexiste um quadro de facilitacdo nas vias
aferentes em nivel de medula espinal, onde se encontram alteradas as atividades de
moduladores sinapticos, aminoacidos excitatorios, cinética de canais i6nicos,
densidade de receptores, e ativacdo de cascatas de cinases pré e pos-sinapticas.
Todas essas alteracdes geram um quadro onde h& reducdo do limiar de ativacao,
aumento da responsividade e do campo receptivo de neurdnios nociceptivos (Costigan
et al, 2009).

O corno dorsal da medula espinal recebe terminacdes de neurdnios nociceptivos
primérios e projecfes descendentes de neurdnios localizados em distintas regides
encefalicas (Figura 1). Uma das areas que envia projecdes descendentes para 0 corno
dorsal da medula espinal é a substancia cinzenta periaquedutal. Esta regido recebe
eferéncias de neurbnios do cortex frontal, insula, hipotalamo e amigdala. Muitas das
projecOes descendentes da substancia cinzenta periaquedutal vao controlar neurénios
localizados no corno dorsal ou posterior da medula espinal. Porém, esta projecdo é
indireta, pois os axbnios descendentes da substancia cinzenta periaquedutal que
possuem esta funcéo fazem sinapses no bulbo ventral medial rostral, e dai emergem
0s axonios que finalizam no corno dorsal ou posterior da medula espinal (Costigan, et
al 2006). Estas projecbes contribuem na modulagao da entrada sensorial nociceptiva,
caracterizando a medula espinal como importante centro integrador da informacéao

nociceptiva periférica (Oliveira e Silva, 2009; Brooks e Tracey, 2005).

A partir da medula espinal, o estimulo nociceptivo ascende para o encéfalo por
meio de diferentes tratos - tratos espinotalamico lateral e medial, espinorreticular,
espinomesencefalico, cervicotalamico e espinohipotalamico (D,Mello e Dickenson,
2008). O trato espinotalamico lateral (neoespinotalamico) € caracteristico em animais
mamiferos, proeminentemente em primatas, com proje¢cBes para regides talamicas
envolvidas no componente sensorial-discriminativo da dor (Millan 1999). Dentre as
regides de projecdes talamicas mais comuns estdo o0s nudcleos talamicos ventral
posterior lateral, ventral posterior medial e ventral posterior, e ndcleos posteriores.
Verifica-se, entdo, que estes estimulos sofrerdo novas modulagdes sinapticas em
diferentes estruturas do tronco encefélico e, secundariamente, em centros talamicos e

estruturas corticolimbicas.
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Figura 1. Vias nociceptivas da periferia ao SNC. Fibras aferentes primarias (tipos AB, Ad e

@

C), cujos corpos celulares encontram-se no ganglio da raiz dorsal (DRG), transmitem impulsos
nervosos da periferia ao corno dorsal da medula espinal. Neurénios de segunda ordem da via
nociceptiva (NS) encontram-se principalmente na lamina superficial do corno dorsal (laminas I-
II), enquanto neurbnios de amplo espectro de resposta (WDRs) localizam-se profundamente
(lamina V). Neurénios de projecdo da lamina | inervam regides como 0 ndcleo parabraquial
(PB) e a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), as quais se comunicam com 0 sistema
limbico. Deste sistema e da PAG emergem projecdes descendentes que se dirigem a ndcleos
do tronco encefdlico, como o bulbo ventral medial rostral (RMV), que modulam o
processamento nhociceptivo espinal. Neurbnios da lamina V dirigem-se principalmente ao
tdlamo (trato espinotalamico), de onde se projetam a varias regides corticais (cOrtex
somatossensorial primario e secundario, cortices insular, cingulado anterior e pré-frontal) que

compdem a “matriz da dor”. Adaptado de D’'Mello e Dickenson, 2008.



Dentre os nucleos do tronco encefalico se destacam a formacao reticular
mesencefalica, o coliculo superior, os nucleos cuneiforme e parabraquial, além da
substancia cinzenta periaquedutal. Estas diferentes regides de modulagdo mostram
que o tronco apresenta um papel muito importante no processamento da informacao
nociceptiva, bem como na modulacdo descendente das respostas, geracdo de
respostas autondmicas e, ainda, envolvimento no componente afetivo-emocional neste

tipo de percepcao (Millan, 1999).

Todavia, sob certas condi¢cdes patolégicas, como lesdo de nervo periférico,
constricdo nervosa periférica ou dano ao SNC, a dor pode ser produzida por centros
mais superiores, independentemente das terminagbes nervosas nociceptivas
periféricas. Neste contexto se enquadra o conceito de dor neuropatica, que € a dor
originada como consequéncia direta de uma lesdo ou doenca afetando o sistema
somatossensorial, em seus elementos periféricos (dor neuropatica periférica) ou no
SNC (dor neuropética central) (IASP, 2008).

Na clinica médica, a dor neuropatica se apresenta como uma dor constante, em
gueimacdo, com exacerbacdo espontanea de tempos em tempos, e com O
desenvolvimento de anormalidades sensoriais como disestesia’, hiperalgesia® e
alodinia®, acarretando consideravel impacto na qualidade de vida do individuo
(Teixeira, 2003). Na maioria das vezes, a dor neuropatica esta associada a lesées que
acometem o sistema nervoso periférico. No entanto, pode também ser decorrente de
lesdo em regides encefalicas e da medula espinal, embora com menor frequéncia.
Neste caso, esta comumente associada a tumores, a epilepsia, a doencas
neurodegenerativas, e € denominada de dor neuropética central (Costigan et al.,
2009). A dor neuropatica pode ainda decorrer de lesdes nervosas provocadas por
traumas em acidentes automobilisticos e, com menor frequéncia, de lesdes
penetrantes por quedas e acidentes industriais (Robinson, 2000). Laceracbes por
materiais cortantes, por armas de fogo, e fraturas de 0ssos longos compdem
significativa porcentagem das causas de dano traumatico aos nervos. O trauma pode
gerar lesdo por esmagamento, constricdo, extensdo e ruptura total da fibra nervosa
(Campbell, 2009). Os nervos geralmente acometidos sao o radial, seguido pelo ulnar e

mediano, nos membros superiores, e 0 nervo isquiatico, nos membros inferiores

1N: . ~ . A
Disestesia — sensacdo anormal desagradavel, espontanea ou provocada.
2, . , .
Hiperalgesia — resposta exacerbada frente a um estimulo nocivo.
3 .. , . . .
Alodinia — dor frente a um estimulo usualmente indcuo. (Terminologias conforme IASP, 2008).



(Robinson, 2000). Muito do que se conhece a respeito de lesdo nervosa periférica
deve-se as experiéncias oriundas das mutilagcdes sofridas pelos soldados e civis
durante as grandes guerras ao longo dos ultimos séculos — Guerra Civil Americana,
Primeira e Segunda Guerras Mundiais, e subsequentes (Robinson, 2000). Quando séao
observadas as causas de dor neuropatica existem também algumas disfuncbes
organicas e doencas que podem danificar o tecido nervoso periférico, tais como a
neuropatia diabética, a esclerose multipla, a sindrome do Tuanel do Carpo, infec¢des
virais (herpes zoster, virus da Imunodeficiéncia Humana — HIV), a deficiéncia de
vitamina B em individuos mal nutridos e alcoolistas, e a neurotoxicidade decorrente da

terapia com farmacos antineoplasicos e antituberculosos (Zimmermann, 2001).

O interesse pela compreensdo dos mecanismos envolvidos na codificacdo e
transmissdo deste tipo de dor decorre de sua prevaléncia na populacdo em geral.
Segundo Pasero (2004), a dor neuropatica acomete 1,5% da populacdo dos Estados
Unidos e 1% daquela do Reino Unido. Este pequeno percentual provavelmente se deve
ao fato da dor neuropatica se apresentar, em grande parte, com uma série de sintomas
adjacentes, o que dificulta o diagnoéstico correto da mesma e leva a uma lentiddo na

entrada destes dados nas estatisticas oficiais.

Para a compreensao dos mecanismos envolvidos na codificagdo e transmissao
da dor, inclusive da neuropatica, os mamiferos sdo os modelos mais empregados.
Ainda que ndo possuam capacidade de comunicacédo verbal quando em contato com
estimulos nocivos, esses animais exibem respostas motoras similares as dos humanos.

Tais respostas permitem inferir a existéncia de dor (Dubner, 1983; Kavaliers, 1988).

Varios modelos sdo usados para a indugdo de dor neuropatica, dentre os quais
podem ser citadas a seccdo completa e a constricdo de um nervo periférico. Varias
espécies de animais submetidos a situagcdes que comprovadamente resultam em dor
neuropatica séo utilizadas como modelos para o estudo deste tipo de dor, de seus
mecanismos e de sua fisiopatologia (Sommer e Myers, 1995; Zimmermann, 2001;
Takeuchi et al, 2007; Xie et al, 2008).

Esta demonstrado que a injuria no nervo isquiatico ocasiona alteracdes
neuroquimicas e neuroanatdmicas importantes em neurdnios sensoriais primarios, bem
como em seus territorios de projecdo central (Rydh-Rinder et al., 1996; Ma e Bisby,
1998; Zimmermann, 2001; Mosley et al, 2006). Essas mudancas podem estar

envolvidas nos estados anormais de dor subsequentes a lesdo nervosa (Ma e Bisby,



1998; Takeuchi et al, 2007). ApOs a injuria, as principais anormalidades sensoriais
observadas séo hiperalgesia e alodinia. Essas disfungdes podem ser geradas por uma
grande variedade de mecanismos, entre eles, mudancas na expressao de canais
ibnicos localizados em células do ganglio da raiz dorsal e/ou no neuroma, e ainda o
fendbmeno de comunicacdo nao-sinaptica entre neurdnios, onde uma célula nervosa
modifica a atividade das células adjacentes (Amir e Devor, 1996; Lekan et al., 1996;
Millan, 1999; Takeuchi et al, 2007; Xie et al, 2008; Huang e Song, 2008).

Para compreender a fisiopatologia da dor, em especial da neuropatica, € preciso
entender os mecanismos que promovem o desenvolvimento de transmissao facilitada
nas células do ganglio da raiz dorsal, do corno dorsal da medula espinal e de regides
encefalicas. A estimulacdo repetida das fibras nociceptivas soma-se temporalmente e
leva a sensibilizacdo central dos neurdnios do corno dorsal, que se manifesta pela
reducao no limiar de ativacdo das mesmas. Como resultado, se verifica a elevacdo da
frequéncia de descargas espontaneas destas células e recrutamento de outros circuitos
sinapticos, gerando aumento no campo receptivo e respostas exageradas aos
estimulos térmicos e/ou mecanicos, observados clinicamente como hiperalgesia e

alodinia (Carvalho e Lemonica, 1998).

Muitos moduladores neuroquimicos estdo envolvidos no surgimento e na
manutenc¢do da dor neuropatica (Millan, 1999; Zimmermann, 2001; Mosley et al, 2006).
Além disso, em virtude da lesdo nervosa sdo produzidos diversos mediadores
inflamatorios no local da lesdo, os quais contribuem para os sinais caracteristicos
desse tipo de trauma. Dentre os mediadores quimicos merece destaque a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais podem derivar de varias fontes,
especialmente a partir de neutroéfilos ativados (Winrow et al., 1993; Szabo, 1998; Khodr
e Khalil, 2001; Mosley et al, 2006; Gardiner et al, 2009).

Estas espécies reativas sdo amplamente citadas como moléculas envolvidas nos
processos fisiolégicos do envelhecimento (Finkel e Holbrook, 2000; Tan et al, 2009),
bem como na génese de varias patologias devido aos danos ocasionados aos
constituintes celulares (Lerouet et al., 2002; Boll et al., 2003; Hayashi, 2009). Sua
formacao ocorre em virtude dos processos do metabolismo energético celular. Esses,
por sua vez, sdo baseados na producdo de ATP, que ocorre pela transferéncia de
elétrons ao longo da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons. Para a realizacao

desses processos bioquimicos é necessaria a presenca de O, (oxigénio). No entanto,



durante a reducéo tetravalente do O, (Figura 2) ocorre a formacdo de intermediarios
metabolicos, as chamadas EROs, as quais sdo responsaveis pela toxicidade do O; ja
que estas moléculas apresentam elétrons desemparelhados em sua configuragédo
eletroquimica. As principais EROs formadas in vivo sdo o radical superéxido (O27); o
peréxido de hidrogénio (H20); o radical hidroxila (‘OH); radicais peroxila (RO2) e

alcoxila (RO) e o oxigénio singlet, forma excitada do O, (*0,).

O,+e —» 0O,-+e€—» H,O,+e—» OH + OH + e—» 2H,0

Figura 2: Reducéo tetravalente do oxigénio molecular (O,) ha mitocéndria até a formacéo de
agua (H,0). Varias espécies reativas de O, sdo formadas no processo (ver texto para melhor

compreensao).

A transferéncia de elétrons € realizada por um complexo multiprotéico
enzimatico da mitocéndria, a citocromo oxidase, em distintas etapas. Sua estrutura,
contendo grupamentos heme férricos e ions cobre visa garantir a ligacao resistente a
estes intermediarios reduzidos, muito reativos. Ainda assim, pequenas quantidades
destes sao perdidas ao longo da cadeia transportadora de elétrons, estando livres para

reagir com moléculas da vizinhanca (Ribeiro et al, 2005; Halliwell e Gutteridge, 1999).

Existe nas células uma variedade de enzimas que utilizam o oxigénio na
oxidacdo de substratos, como D-aminodcido oxidases e a xantina oxidase. Outros
requerem 0 oxigénio para a adicdo de grupamentos hidroxil, como a prolina e lisina
hidroxilases (sintese do colageno) e a tirosina hidroxilase, na sintese de catecolaminas.
Outro importante grupo de enzimas que emprega 0 oxigénio na oxidacdo de diversos
produtos do metabolismo e xenobidticos é o citocromo P450, distribuido no reticulo
endoplasmatico e organelas de plantas e animais. Assim como na cadeia de elétrons,
ocasionalmente pode haver escapes de EROs ao longo de qualquer uma destas
reacdes enzimaticas descritas. Menos frequentemente, nos sistemas bioldgicos ocorre
a geracao de EROs pela quebra de ligacdes covalentes entre as moléculas, pelo efeito
das radiagOes ultravioleta e ionizante, ou de altas temperaturas (Zangar et al., 2004,
Lewén et al., 2000).



A presenca de metais de transicdo, como o ferro e o cobre, favorece a formacéo
do mais reativo dos radicais, o hidroxil, a partir da reacdo do metal com o peréxido de
hidrogénio conhecida como reacédo de Fenton, mostrada a seguir:

Fe’" + H,0, — Fe** + OH + OH’

A prépria natureza quimica de uma estrutura presente em todas as células, a
membrana celular, favorece a formacéo de radicais peroxila e alcoxila, decorrente da
decomposicdo dos peréxidos organicos (ROOH) presentes pela acdo do calor, da
exposicao a radiacao ultravioleta ou interacdo com metais. Entretanto, a acdo das
EROs €, sem duvida, a maior responsavel pela oxidacdo das membranas (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

Locais ricos em acidos graxos poliinsaturados, como o SNC, séo particularmente
suscetiveis a lipoperoxidacao. Alteracdes na conformacdo das membranas e perda da
integridade funcional, bem como a injuria decorrente da acdo de subprodutos da
oxidacao lipidica resultam da lipoperoxidacéo (Lewén et al., 2000).

Frente a acao fortemente oxidante do oxigénio, e as diversas situacfes onde a
geracdo de EROs escapa ao controle, sdo previstas consequéncias deletérias aos
componentes celulares, caso aqueles ndo sejam eliminados, ou neutralizados por um
eficiente sistema antioxidante. Assim, fisiologicamente deve haver um equilibrio entre a
producdo de EROs e a atividade de sistemas de defesa antioxidante. Estas defesas
antioxidantes exercem seu papel de diferentes formas e em diferentes momentos, seja
evitando a formacdo dos radicais, ou minimizando algum processo oxidativo ja
desencadeado. A importancia relativa de cada uma delas, portanto, depende destas
peculiaridades. Os mais eficientes sdo enzimas que removem cataliticamente as EROs
apos sua formacao. Dentre estas podem ser citadas a superoxido-dismutase (SOD), a

catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx).

A SOD catalisa a dismutacao do radical superoxido — formado principalmente na
mitocondria - em peréxido de hidrogénio, que atravessa facilmente as membranas das
células e das organelas, e pode posteriormente ser neutralizado pela acdo das
peroxidases CAT e GPx, resultando na formacao de agua e oxigénio. Embora o radical
superoxido sozinho ndo represente maior risco a célula, sua combinagdo com o 6xido

nitrico circulante resulta em um forte oxidante, o peroxinitrito, cujos produtos de
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decomposicdo sao igualmente reativos (radical hidroxil e 6xido nitrico). A SOD é uma
metaloproteina que existe praticamente em todas as células, possuindo uma isoforma
citosdlica ligada ao cobre e ao zinco, e uma isoforma mitocondrial ligada ao manganés
(Fridovich, 1998; Mruk et al., 2002).

A CAT é uma hemeproteina amplamente distribuida nos peroxissomas e
membranas mitocondriais do organismo, especialmente no figado, rins e eritrécitos
(Mruk et al.,, 2002; Nishikawa et al, 2009). Como ja mencionado, ela catalisa a
degradacdo do peroxido de hidrogénio, cujo maior perigo estd em sua interacdo com
metais formando o radical hidroxil. O peréxido é formado via a¢des das enzimas SOD,
glicose oxidase, monoamina oxidase, entre outras. Tanto a CAT quanto a GPx, outra
importante detoxificadora de peréxidos, sdo encontradas em neurbnios, astrocitos e
oligodendrdcitos (Baud et al., 2004). A GPx, por sua vez, catalisa a conversao tanto do
peréxido de hidrogénio quanto de hidroperéxidos organicos em produtos menos
reativos, empregando para isso a glutationa em sua forma reduzida (GSH) como
doador de elétrons. A forma oxidada do tripeptideo glutationa (GSSG) é novamente
reduzida pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) e do NADPH como doador de
elétrons. Existem ao menos quatro tipos distintos de GPx. A forma mais ubiqua € a
GPx1, citosdlica. As outras formas, GPx2, 3 e 4 sdo encontradas principalmente no
plasma, intestino e gbnadas, respectivamente (Baud et al., 2004).

Neste contexto de substancias oxidaveis e seus redutores, outro importante
antioxidante que atua nos compartimentos hidrofilicos é o acido ascoérbico, que em
fluidos biologicos encontra-se sob a forma do anion ascorbato. As mais elevadas
concentragbes sdo encontradas nas adrenais e no SNC e, neste Ultimo, em maior
abundancia na regido cortical em relacdo as regibes mais posteriores, como 0 tronco
encefalico. Os primatas e os seres humanos ndo possuem a enzima capaz de catalisar
a Ultima etapa de sintese do acido ascoérbico e, ao contrario da maioria dos outros
animais que sdo capazes de sintetiza-lo (no figado e rins), precisam obté-lo da dieta.
Em funcdo de o acido ascoérbico apresentar caracteristicas polares, esta molécula tem
dificuldade de atravessar livremente as membranas celulares e mesmo a barreira
hematencefalica, de modo que seu transporte para o interior do SNC é realizado por
transporte ativo sodio-dependente no plexo coroideo e, uma vez no meio extracelular
do intersticio nervoso, adentra as células nervosas pelo trocador glutamato-ascorbato,
onde permanece em maior concentracdo (Rice, 2000). Suas propriedades

antioxidantes estdo relacionadas a sua capacidade como doador de elétrons a
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espécies radicais, formando o semidehidroascorbato (na perda de um elétron) e
dehidroascorbato (na perda de dois elétrons) (Figura 3). As formas oxidadas sao

recicladas pela GSH, que por sua vez é reciclada pela GSH redutase (Rice, 2000;
Patra et al, 2001).

CH20H CHzOH
HCOH HCOH
0 0
O OH 0 0
Ascorbate Dehydroascorbate
ASCORBATO DEHIDROASCORBATO

Figura 3 — Estrutura molecular do &cido ascérbico, como anion monovalente, ascorbato, e sua
forma oxidada, o dehidroascorbato, formado a partir da perda de dois elétrons e um proton
(Rice, 2000).

Estudos anteriores demonstraram que as lesdes nervosas periféricas provocam
aumento no metabolismo e acréscimo na respiracdo celular no local da leséo,
consequentemente aumentando a formacgéo de superéxido e peréxido de hidrogénio no
sitio de injuria e em suas imediacdes (Gazda et al, 2001). A mielina € um dos alvos das
EROs por seu alto teor lipidico (Radi et al, 1991) e baixa concentracdo de antioxidantes
(Romero, 1996). Estas condicbes permitem o estabelecimento de um quadro de
estresse oxidativo no local da lesdo. Aléem disso, as EROs facilitam a excitabilidade
nervosa (Stahl et al, 1993) e seu acréscimo estd associado a quadros de dor
exacerbada induzida pela leséo nervosa periférica (Khalil et al, 1999; Levy et al, 1999).
Estas mudancas contribuem para as alteragcdes que desencadeiam alodinia e
hiperalgesia (Gazda et al, 2001).

Estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Neurobiologia
Comparada, desta Universidade, demonstraram que a seccdo unilateral completa do

nervo isquiatico ocasiona reducdo na atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT
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na medula espinal de ratos, sugerindo a participacdo das EROs no processamento
nociceptivo (Guedes et al., 2006). Para elucidar essa questdo, este mesmo grupo
determinou a concentragdo do H,O, na medula espinal de ratos submetidos a secc¢éo
unilateral completa do nervo isquiatico, e evidenciou aumento desta ERO ap0s este
procedimento. Demonstrou ainda acréscimo de um composto formado a partir da
oxidacao de &cidos graxos poliinsaturados, o 4-hidroxi-2-nonenal (Guedes et al., 2008)
e aumento na atividade da enzima GPx (Guedes et al., 2009). A partir disso, formulou-
se a hipdtese de que moléculas oxidantes e antioxidantes estariam envolvidas em
alteracdes no tecido nervoso central decorrente da leséo periférica. Como as entradas
nociceptivas, na medula espinal, resultam em sensibilizacdo central nestes neurdnios,
a qual se caracteriza por aumento na excitabilidade neuronal no corno dorsal (Schaible
e Richter, 2004; Siniscalco et al, 2007; Takeuchi et al, 2007), esta maior excitabilidade
poderia ser transmitida aos centros superiores de projecdo destes neurbnios. Neste
sentido, um estudo recente mostrou que a seccéo de nervo periférico provoca aumento
na expressao de canais de sédio em neurdnios localizados no nucleo ventral posterior
lateral do talamo, o que evidencia excitabilidade aumentada nestas células (Zhao et al.,
2004, Huang e Song, 2008).

Na clinica médica é muito comum a ocorréncia de injdria parcial ou incompleta
de nervo periférico. Esta observacdo levou ao desenvolvimento do modelo de
constricdo nervosa crénica por Bennett e Xie (1988), o qual permite detectar tanto a dor
espontanea como a evocada. Além disso, estd demonstrado que este modelo se
assemelha a muitas sindromes dolorosas dos humanos, como é o caso da sindrome

do tunel do carpo (Mcmahon et al, 2006).

Com relacdo as EROs, foi demonstrado que o estresse oxidativo € um
importante determinante das consequéncias neuropatolégicas e comportamentais
decorrentes da constricdo de nervo periférico (Wagner et al, 1998). Neste estudo a
administracdo de N-acetilcisteina, um agente antioxidante, reduziu a hiperalgesia dos
animais. Posteriormente, outro estudo demonstrou que a constricdo cronica do nervo
isquiatico de ratos ocasiona aumento na concentracdo do metabdlito malondialdeido no
nervo com constricdo, havendo ainda neste nervo reducdo da glutationa reduzida e
aumento na atividade da SOD. A CAT né&o alterou sua atividade local nestes animais
(Naik et al., 2006). Um estudo recente demonstrou que um nervo submetido a
constricdo crénica aumenta a liberacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico

e a concentragdo total de calcio (Muthuraman et al., 2008). Estes dados sugerem o
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envolvimento de moléculas oxidantes e antioxidantes nos mecanismos de codificacao e

transmissado da informacao nociceptiva neste modelo de dor neuropatica.

Contudo, os estudos até agora realizados utilizaram apenas tecidos periféricos,
nao estando ainda demonstrados os efeitos desta condicdo experimental no SNC.
Como a medula espinal € a porta de entrada desta informacdo no SNC, a qual &
posteriormente enviada para nucleos neuronais localizados no tronco encefélico e
prosencéfalo (Mcmahon et al, 2006), e dado que diversas moléculas de sinalizacdo
mostram alteracfes em suas atividades nestas regides neurais ap0s a inducao de
lesdo nervosa periférica (Mason et al., 2002; Apkarian et al., 2006; Saadé et al., 2007;
Navarro et al., 2007; Uceyler et al., 2008), este estudo mostrou os efeitos temporais da
constricdo do nervo isquiatico sobre marcadores oxidativos na medula espinal, tronco

encefalico e neocortex de ratos.
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OBJETIVO

Objetivo Geral

Este estudo avaliou os efeitos da constricdo unilateral do nervo isquiatico, um
modelo de dor neuropatica, sobre parametros oxidativos no sistema nervoso central
(medula espinal, tronco encefalico e neocértex) de ratos, considerando nesta avaliagao
0os periodos experimentais de 3 e 10 dias a fim de determinar a variacdo temporal

destes indicadores ap0s a leséo periférica.

Objetivos Especificos

- Avaliar, mediante o emprego do teste dos Filamentos de Von Frey, o qual avalia a
sensibilidade mecanica, os efeitos da constricdo unilateral do nervo isquiatico sobre
essa sensagao em ratos controle, com manipulacdo (Sham) ou com constricdo deste

nervo, antes da lesdo e aos 3 e 10 dias ap0s a lesao periférica;

- Avaliar, mediante o emprego do teste da placa quente, o qual avalia a sensibilidade
térmica, os efeitos da constricdo unilateral do nervo isquiatico sobre essa sensacao em
ratos controle, com manipulacdo (Sham) ou com constricdo deste nervo, antes da lesédo

e aos 3 e 10 dias ap0s a lesao periférica,

- Determinar, ao terceiro e décimo dias apos a manipulacéo e a constricdo unilateral do

nervo isquiatico, a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em
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homogeneizado de medula espinal lombossacral, tronco encefalico e neocértex de

ratos controle, com manipulacdo (Sham) ou com constricdo deste nervo;

- Determinar, ao terceiro e décimo dias apés a constricdo unilateral do nervo isquiatico,
a concentracdo do antioxidante acido ascorbico em homogeneizado de medula espinal
lombossacral, tronco encefédlico e neocortex de ratos controle, com manipulagédo

(Sham) ou com constricao deste nervo;

- Determinar, ao terceiro e décimo dias apos a manipulacéo e a constricdo unilateral do
nervo isquiatico, a peroxidacao lipidica, por meio da técnica do xilenol laranja, em
homogeneizado de medula espinal lombossacral, tronco encefalico e neocoértex de

ratos controle, com manipula¢cdo (Sham) ou com constricdo deste nervo.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais: Procedéncia e Manutencgéo

Foram utilizados neste estudo 30 ratos da linhagem Wistar, adultos, machos,
com peso de 200-300g, os quais foram obtidos do Biotério Central da UFRGS, com 60
dias de vida. Estes animais permaneceram no ratario do Departamento de
Farmacologia, desta mesma universidade apds os procedimentos cirargicos, onde
foram alimentados com ragao padrao ad libidum e mantidos sob condi¢cdes controladas
de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e temperatura (22-24°C). Para a realizacdo dos
experimentos, os animais foram separados aleatoriamente e acondicionados em caixas
de plastico adequadas (trés animais/caixa), com assoalho de maravalha e livre acesso
a alimentacao e agua. A limpeza das caixas foi realizada, no maximo, a cada dois dias.
O projeto que deu origem a este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFRGS (cadastro CEP: 2008052).

2. Procedimentos experimentais

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais, cada um

composto por seis animais:

a) Grupo Controle : animais que nao sofreram qualquer tipo de intervencéo

cirdrgica;

b) Grupo Sham: animais que sofreram a incisdo dos tecidos até a visualiza¢ao
do nervo isquiético. Este grupo foi subdivido em dois subgrupos, conforme o tempo
entre a cirurgia e a morte do animal, resultando nos subgrupos Sham 3 dias e Sham 10

dias, cada um com seis animais;
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c) Grupo com Constricdo : animais em que o0 nervo isquiético foi isolado e
recebeu em seu tronco comum quatro amarraduras. Este grupo foi subdivido em dois
subgrupos, conforme o tempo entre a constricdo nervosa periférica e a morte do
animal, resultando nos subgrupos CI (constricdo do nervo isquiatico) 3 dias e Cl 10

dias, cada um com seis animais.

As estruturas nervosas centrais escolhidas para estudo foram: segmento
lombossacral da medula espinal, por ser a regido de entrada das fibras aferentes do
nervo isquiatico; tronco encefalico e neocortex, importantes regiées no processamento
da dor (integracdo dos mecanismos nociceptivos e entradas de outras regides
centrais). Os periodos experimentais considerados foram 3 e 10 dias, correspondentes
aos periodos pos-cirurgicos em que foi realizada a decapitacdo dos animais sham e Cl
para a remocao dos tecidos. Os ratos controle foram mortos por decapitacdo nestes
mesmos periodos experimentais, ou seja, aos 3 e 10 dias. Porém, em cada um destes
intervalos foram mortos trés (03) ratos. Devido a semelhanca nos valores de seus
resultados experimentais, estes foram agrupados em um Unico grupo. Para uma melhor
compreensao, o numero de animais de cada grupo e a organizacdo dos grupos como

mencionado estao ilustrados na tabela abaixo:

Tabela 01 — Organizacao dos grupos experimentais

Grupo experimental Numero de animais
Controle n==6
Sham 03 dias n==6
Sham 10 dias n==6
Cl 03 dias n==6
Cl 10 dias n==6

Sham: animais em que 0 nervo isquiatico foi isolado e manipulado, mas nao ocorreu
constricdo. Cl (constricAo no nervo isquiatico): animais em que 0 nervo isquiatico foi

isolado e recebeu quatro amarraduras em seu tronco comum.

Os ratos dos diferentes grupos experimentais foram submetidos aos testes de

sensibilidade mecéanica (teste de Von Frey) e térmica (teste da placa quente). Estes
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testes foram realizados antes da cirurgia e no dia da morte dos animais. No dia da
morte, os ratos foram submetidos aos testes de sensibilidade e, em seguida, mortos
por decapitacdo para a obtencao dos tecidos nervosos, os quais foram imediatamente

pesados e congelados em nitrogénio liquido para posteriores dosagens bioguimicas.

3. Constricao do nervo isquiatico (ClI)

Para o procedimento de CI, os ratos foram previamente anestesiados com
solucéo mista de cetamina (90 mg/kg de peso corporal) e xilazina (10 mg/kg de peso
corporal). ApGs anestesia, 0os animais foram posicionados em decubito ventral e
tiveram seu membro posterior direito fixado em uma superficie rigida para a incisdo dos
tecidos moles e visualizagcdo do nervo isquiatico. A intervencao cirdrgica iniciava apos
tricotomia e assepsia da pele da coxa direita do animal com alcool-iodado 2%. Feito
este procedimento, seguia-se a incisado cutanea e subcutanea longitudinal do membro,
no terco médio da coxa, para expor o musculo biceps femoral, o qual era afastado para
permitir a visualizacdo do nervo isquiatico. O procedimento de constricdo deste nervo
foi realizado de acordo com a técnica descrita por Bennett e Xie (1988), a qual esta
esquematicamente mostrada na Figura 04. A constricdo compreendia 4 amarraduras
com fio de sutura do tipo catgut cromado 4.0 tipo ¢ bioabsorvivel (Shalon) em torno do
nervo, com uma distancia de 1mm entre elas. Assim, o comprimento afetado do nervo
foi de aproximadamente 5 mm. O grau de contricdo foi determinado pela percepcao do
pesquisador do movimento reflexo da pata lesionada do rato a medida que o aperto do
nd de sutura era efetuado. Todas as constricdes foram feitas pelo mesmo pesquisador
para que a percepcao do grau de constricdo fosse a mesma aplicada a todos os
animais. Este grau de constricdo retarda, mas nao interrompe totalmente a circulacao
sanguinea da superficie epineural. Finalizado este procedimento, o local da incisdo foi
suturado com fio de nylon ndo absorvivel 4.0 (Somerville) e desinfetado com solucéo

de rifamicina.
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Figura 04. Esquema de um segmento da medula espinal ilustrando a formacédo do nervo
isquiatico pela unido das raizes dorsais e ventrais da medula espinal. Nas raizes dorsais estao
mostrados os ganglios das raizes dorsais (L4, L5 e L6) do nervo isquiatico, o qual € composto
por dois nervos, o tibial, que posteriormente se divide também no nervo sural, e o nervo peroneal

comum. No tronco comum do nervo isquidtico estdo mostradas as quatro amarraduras (Baseado

em Klusakova e Dubovy, 2009).

Os animais pertencentes ao grupo sham foram submetidos ao procedimento
anestésico e de isolamento do nervo isquiatico, porém ndo sofreram nenhuma
constricdo neste nervo. Os animais do grupo controle ndo passaram por nenhuma

intervencao cirurgica.

4. Teste de Von Frey

Os animais dos grupos sham e Cl, dos periodos 3 e 10 dias, foram testados para
determinacao de sua sensibilidade mecéanica antes e depois do procedimento cirdrgico.
Paralelamente, foram avaliados os animais controle para comparacées com as
medidas dos grupos lesionados. Para a realizacdo do teste, os animais foram
colocados individualmente em caixas de vidro (12x20x20 cm) apoiadas sobre uma
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superficie elevada e revestida por tela metélica (Figura 5A). Ap6s aclimatacdo neste
ambiente por 10 minutos, foram aplicados estimulos de ordem crescente de for¢ca na
superficie plantar da pata posterior direita (ipsilateral a lesédo), utilizando-se Filamentos
de Von Frey (North Coast Medical, Inc, USA) de 10 a 100 g (Figura 5B). A forca em
guestdo pode ser alcancada pelo dobramento do filamento (Figura 5C), o qual foi
aplicado 3 vezes durante 3 s cada. Foram consideradas como respostas positivas
aquelas em que o animal realizou o movimento de retirada do membro posterior
imediatamente apds o estimulo mecanico, e ndo as respostas seguidas de caminhada.
Foi registrada a menor forca (filamento de menor peso) capaz de gerar uma resposta
de retirada da pata sob o estimulo mecénico. Ao término do teste na pata ipsilateral a
lesdo, 0 mesmo procedimento foi realizado na pata contralateral a lesdo (pata posterior
esquerda), para que fosse feita a comparacéo entre os limiares de hipersensibilidade
mecanica da pata lesionada e da contralateral. Os testes foram feitos antes da cirurgia
e no dia da morte dos animais nos diferentes periodos de tempo considerados neste
estudo. Sempre foram realizados em ambiente silencioso e ao inicio da manha. Os
resultados estdo representados por gramas do filamento a que o0s animais

responderam nos testes pré e pos-cirlrgicos nos periodos antes da cirurgia e aos 3 ou

10 dias apos a lesao.

Figura 05 — Aparelho utilizado no teste de Von Frey. A) Caixas individualizadas apoiadas em
uma superficie elevada de madeira, cujo assoalho é revestido por tela e as laterais por vidro.
Cada compartimento comporta um rato. Abaixo do aparelho encontra-se um espelho, o qual é
empregado para melhor visualizagdo da porgéo inferior das patas dos ratos. B) Detalhe da
porc¢do inferior dos compartimentos mostrados em A para visualiza¢do do revestimento em tela
onde se nota as porcdes plantares de patas posteriores de ratos. As aberturas da tela
permitem a aplicacdo do filamento de Von Frey em uma determinada regido da pata do rato.

Note como este filamento se curva ao ser aplicada uma forca em sua extremidade superior (C).
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5. Teste da Placa Quente

Para a determinacdo da hipersensibilidade térmica dos grupos constricdo
nervosa periférica, Sham e controle realizou-se o teste da placa quente. Para isto cada
animal foi inicialmente aclimatado, por um periodo de 5 minutos, no aparelho (Figura
06) em temperatura ambiente. Apdés este procedimento, a placa foi aquecida a
temperatura de 50° C. Entdo, cada animal foi colocado sobre a placa e, neste
momento, foi disparado o cronébmetro do equipamento para mensuracdo do tempo de
laténcia de retirada da pata. Assim que o animal apresentou o reflexo de retirada da
pata, o0 mesmo foi rapidamente retirado da placa aquecida para evitar lesdo tecidual, e
o tempo decorrido até o inicio do reflexo de retirada foi anotado e considerado como
limiar de sensibilidade térmica. Os testes foram realizados antes da cirurgia e no dia da
morte dos animais, ou seja, aos 3 e 10 dias apés a realizagdo do procedimento
cirargico. Estes testes sempre foram realizados em ambiente silencioso e ao inicio da
manha. Os resultados foram expressos como média+erro padréo da média da laténcia
pré e pos-cirurgicas dos ratos Sham ou Cl nos periodos de 3 ou 10 dias apos a leséo.

Figura 06 — Aparelho utilizado no teste da placa quente. Note o rato sobre a placa
quente, cujos indicadores luminosos mostram temperatura de 50° C (a esquerda) e
marcador de tempo em segundos (a direita).
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6. Remocéao do tecido nervoso e preparacdo das amost  ras

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram mortos por decapitacéo para
a retirada imediata do segmento lombossacral da medula espinal, do tronco enceféalico
e de todo o neocortex. Estes tecidos foram imediatamente colocados em eppendorfs e
congelados em nitrogénio liquido para posterior homogeneizacdo. Para as
determinacdes bioquimicas, o tecido foi descongelado e homogeneizado em solucao
contendo KCI 1,15% (5 mL/g de tecido) e fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na
concentracdo de 100 mmol/L em isopropanol (10 uL/mL de KCI adicionado). O PMSF é
um inibidor de proteases e foi utilizado para evitar a degradagdo das proteinas,
principalmente as enzimas analisadas neste estudo. O homogeneizado foi centrifugado
por 10 minutos a 1000 g em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B-Rotor SM 24) e o
sobrenadante resultante deste processo constituiu a amostra que foi mantida em
freezer a -60°C até a realizacdo das medidas de atividade enzimética e quantificacao

dos compostos quimicos (Llesuy et al., 1985).

7. Quantificacédo de proteinas

Para as medidas de atividade enzimatica e determinacdo do acido ascorbico, as
proteinas foram quantificadas pelo método de Lowry e colaboradores (1951), utilizando
como padrao uma solucao de albumina bovina na concentracdo de 1mg/mL, a partir da
qual se constréi uma curva de calibracdo e calcula-se um fator de correcdo médio, que

é utilizado para posterior calculo da concentracao de proteinas das amostras.

Foram utilizados os seguintes reagentes: Reativo de Folin Ciocalteau, diluido em
agua destilada na proporcéo 1:3; Reativo A: NaHCO3 (bicarbonato de sédio) 2% em
NaOH (hidréxido de sodio) 0,1N; Reativo B1l: CuSO,4.5H,0 (sulfato de cobre) 1%;
Reativo B2: KNaC4H406.4H,0 (tartarato de sodio e potassio) 2%, para preparacéo final
do Reativo C: 50 mL de Reativo A mais 0,5 mL de Reativo B1 e 0,5 mL de B2.
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Para a determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foram colocados
20 pL de cada amostra em 780 mL de agua destilada e 2 mL de reativo C, preparado
no momento do ensaio. Apds dez minutos, se adicionou ao tubo de ensaio 0,2 mL de
Reativo de Folin Ciocalteau, se agitou e aguardou 30 minutos para a realizacdo da

leitura em espectrofotdmetro (Analyser® 850M) a um comprimento de onda de 625 nm.

Foram realizadas duplicatas para todas as amostras, sendo utilizada para fins de
calculo, a média das absorbancias obtidas nas duas leituras.

8. Atividade da enzima Superéxido Dismutase

Fridovich e Misra propuseram, em 1972, um ensaio para quantificar a atividade
da enzima superoxido dismutase (SOD) por meio da inibicdo que esta demonstrou
exercer frente a auto-oxidacdo da adrenalina. Esta catecolamina sofre auto-oxidacao
guando em meio basico, sendo mais intenso e veloz o processo em pH entre 10 e 11.
A reacdo envolve a geracao de radicais livres, especialmente o anion superéxido, que
contribui com a perpetuacédo da oxidacdo. Para tanto o método avalia, indiretamente, a
acdo enzimatica da SOD, que ao neutralizar os radicais superoxido evita a oxidacao da
adrenalina em adrenocromo, um subproduto colorido que pode ser medido a 480

nandmetros.

Inicialmente realizou-se uma leitura, em espectrofotometro de feixe duplo Cary
(Varian) da auto-oxidacéao natural da adrenalina, em meio contendo tampé&o glicina pH
11,3, por cerca de 90 s. A leitura resulta em uma curva, cuja por¢cao ascendente indica
a formacéo de adrenocromo, até o apice da curva, a partir de onde observa-se um
decaimento que indica a oxidacdo deste em outros compostos com absor¢cdo maxima
nao mais em 480 nm, e por isso ndo detectaveis. As absorbancias interessantes sao
aquelas do inicio e fim do segmento da curva mais acentuado, representando o periodo

mais intenso da reacéo.

Apos realizou-se a leitura das amostras, cada qual nos volumes de 15 e 30 pL.
Colocou-se o primeiro volume de amostra na cubeta, em meio contendo tampao glicina
pH 11,3, e zerou-se 0 equipamento. A seguir, adicionou-se 50 [IL de adrenalina e
observou-se a formacdo de curva semelhante a primeira, porém de menor amplitude,

proporcionalmente ao teor de SOD presente na amostra.
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O tampao foi preparado na concentracdo de 50 mM de glicina (Vetec®), em
agua ultrapura, e seu pH foi ajustado a 11,3 com hidréxido de sédio (F. Maia®) em
pérolas. A solucdo de adrenalina (Sigma®) foi preparada na concentracdo de 60 mM,
em agua ultrapura. O pH desta solucao deve ficar em 2,0, podendo ser ajustado com

acido cloridrico, se necessario.

O ensaio proporciona uma medida indireta da atividade enzimatica, e por iSso 0s
resultados sdo expressos em unidades de SOD por miligrama de proteina, que
representa a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a velocidade de auto-

oxidacdo da adrenalina.

9. Atividade da enzima Catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) € diretamente proporcional a taxa de
decomposicao do peréxido de hidrogénio. Sendo assim, a atividade da enzima pode
ser medida por meio da avaliacdo do consumo do peréxido de hidrogénio.

Este teste consiste em avaliar a diminuicdo da absorbéancia no comprimento de
onda de 240 nm, ja que este € o comprimento de onda onde ha maior absorcéo pelo
peroxido de hidrogénio. Foram utilizadas cubetas de quartzo devido a alta energia do
comprimento de onda em que séo realizadas as medidas. Os reagentes utilizados

foram: solucdo tampéo fosfato a 50 mmoles/L (pH 7,4) e peroxido de hidrogénio 0,3 M.

Em cubeta de quartzo, colocou-se 980 uL de tampéao fosfato e 5 yL de amostra,
homogeneizados previamente preparados. Esta cubeta foi colocada no
espectrofotometro (modelo Cary, Varian) e descontada contra um branco de tampéao
fosfato. Em seguida, adicionou-se 15 yL de peroxido de hidrogénio e foi monitorada a
diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda selecionado, ou seja, a
decomposicdo do peroxido de hidrogénio. Os resultados foram expressos em
picomoles por miligrama de proteina (pmoles/mg proteina) (Aebi, 1984; Boveris e
Chance, 1973; Webster e Nunn, 1988).
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10. Quantificagcao do acido ascorbico

O ensaio de quantificagdo do &cido ascorbico foi realizado conforme descrito por
Roe e Kuether (1942), com adaptacOes elaboradas e padronizadas em nosso
laboratorio (Lab. Neurobiologia Comparada). Inicialmente as amostras foram
centrifugadas, sob refrigeracdo, por 5 minutos a 3000 g e o sobrenadante foi separado
para o0 ensaio. Preconizou-se uma curva padréo de &cido ascorbico (AA) (Synth®) com
as seguintes quantidades: 0,0015 mg; 0,00375 mg; 0,0075 e 0,0150 mg. Preparou-se
entdo uma solucdo de AA de 10 mg/mL e a partir desta uma solucéo de 0,100 mg/mL,
a qual foi distribuida, em duplicata, em tubos ependorfs nos volumes 20, 50, 100 e 200
microlitros e completados até 400 puL com &cido tricloroacético 4% (Vetec®). O
conteudo destes foi entdo agitado com carvéo ativado (Synth), de granulometria 1-2
mm, tratado previamente com &cido cloridrico 10 %, para conversdo do AA em sua
forma oxidada. Apoés, separou-se 300 microlitros desta solugdo, adicionou-se 10
microlitros de solucdo de tiouréia 10% (Vetec®), 75 microlitros de 2,3-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) 2% (Sigma) e encaminharam-se os ependorfs para banho-
maria a 37 por 3 horas. Terminado este tempo adic ionou-se 375 microlitros de acido
sulfurico 85% (Nuclear®), gota a gota, com os ependorfs em banho de gelo, e
aguardou-se 30 minutos para leitura das absorbancias em espectrofotometro a 540
nandmetros. Na presenca de AA desenvolve-se uma coloracdo alaranjada,
proporcional a concentracdo. As amostras tiveram o mesmo tratamento, porém com a
adicdo de &cido tricloroacético ocorre desproteinizacdo, sendo necessério centrifugar
novamente os ependorfs por breve periodo, e seguir o ensaio utilizando o
sobrenadante obtido. A partir da curva padrédo de AA e regressao linear obtém-se o
resultados em nanomoles de &acido ascorbico/miligrama de proteina (nM AA/mg

proteina).

11. Técnica do Xilenol Laranja para determinacdo da  Peroxidacao lipidica

A lipoperoxidacgéo foi determinada segundo a técnica descrita originalmente por
Jiang e cols. (1991). O método baseia-se na reacdo de oxidacdo do Fe’" a Fe*" na

presenca de hidroperoxidos lipidicos (lipoperoxidos) e formacdo de complexos de Fe3+
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com xilenol laranja (xylenol orange, XO). Segundo a técnica adaptada de Sddergren e
cols. (1998), para cada amostra foram utilizados brancos de ROOH reduzidos com
trifenilfosfina (TPP), a trifenilfosfina reduz especificamente os hidroperéxidos.

Foram utilizados os reagentes: MeOH (metanol absoluto) 90%; Xilenol laranja
(XO - o-cresol sulfoneftalein-3,3’-metilaminodiacético) 2 mmoles/L em MeOH 90%;
H,SO, (acido sulfarico) 1 mol/L; (NH4)2Fe(S0O,)..6H,O (Sulfato ferroso amoniacal) 10
mmoles/L em H,SO, 25mmoles/L; e 2,6-Di-ter-butil-4-metilfenol (BHT) 40 mmoles/L em
MeOH 90%; e Trifenilfosfina (TPP) 1Immoles/L em MeOH absoluto.

O reagente de trabalho (RT-XO) foi preparado misturando-se 0s reagentes na
seguinte ordem: 81% (v/v) de MeOH 90%, XO 2mmoles/L para concentracao final de
100 pM, H,SO4 1 mol/L para concentragao final de 25 mmoles/L, BHT 40 mmoles/L
para concentracao final de 4mmoles/L e sulfato ferroso 10 mmoles/L para concentracao

final de 250 pmoles. A mistura foi agitada em vortex e usada em seguida.

As amostras preparadas previamente em BHT 40 mmoles/L para determinacéo
de lipoperoxidacdo pelo método de xilenol laranja foram diluidas na concentracédo de
1:5 antes do ensaio e separadas em dois grupos (com 90 uL de amostra cada), um no
qual foi adicionado metanol absoluto (10 pL) e outro no qual foi acrescentado TPP 1
mmoles/L (10 pyL). Ambos os grupos foram incubados por 30 minutos a temperatura

ambiente.

Durante o ensaio foi pipetado em microplaca de 96 pocos, 10 uL de amostra em
quadruplicata (uma duplicata com metanol, para o ensaio de ROOH total, e outra
duplicata com TPP), em seguida adicionou-se 90 pyL do RT-XO. A placa foi agitada por
60 min a temperatura ambiente e entdo a absorbancia a 560 nm obtida contra um
branco de RT-XO em leitora de Elisa (Anthos Zenyth 200rt). Os valores de absorbancia
(abs) utilizados para os calculos foram: abs = absROOH total — absTPP , isto €, nos
valores utilizados para célculos foram descontados os valores obtidos das duplicatas
com TPP. Os resultados foram expressos em namoles/miligrama de proteina (hnM/mg

de proteina).
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12. Andlise estatistica

Os dados dos testes de hipersensibilidade mecanica (Teste de Von Frey) e
térmica (Teste da Placa Quente) foram analisados pelo teste t de Student para
amostras pareadas. Foram comparados os valores pré-lesdo e pdés-lesdo dentro de
cada grupo na analise dos resultados da placa quente e do teste de Von Frey na pata
ipsilateral. Na analise dos resultados do teste de Von Frey nas patas ipsilateral e
contralateral a lesdo foram comparados apenas os valores pés-lesdo obtidos em cada
grupo experimental. Os testes bioquimicos foram analisados por ANOVA de duas vias
seguida do pos-teste de Bonferroni. Os fatores considerados foram constricdo e tempo.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p

foi <0,05. Para a realizacdo dos testes empregou-se 0 programa Sigmastat verséo 3.5.

O numero de animais (n) necessario para os ensaios foi estabelecido com base
no “n” empregado em experimentos similares realizados por outros alunos e
pesquisadores no Laboratério de Neurobiologia Comparada (Guedes et al., 2006; 2008
e 2009) — numero este considerado o minimo para formar um subconjunto

representativo da populacédo em estudo.
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RESULTADOS

1. Teste de Von Frey

Na pata ipsilateral & lesdo, ou seja, na pata direita, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa nas respostas pré-cirargicas obtidas nos grupos Sham e
Cl aos filamentos de Von Frey em nenhum dos grupos experimentais (Figura 07).
Porém, a andlise dos valores obtidos apds a lesdo em relacdo aos valores pré-lesao
dentro de cada grupo experimental mostrou que, aos trés dias apds a constricdo
unilateral do nervo isquiatico, a resposta da pata lesionada do grupo Cl apresentou
hipersensibilidade mecanica, ou seja, 0s animais deste grupo responderam aos
filamentos de menor quantidade em gramas, sendo esta reducdo estatisticamente
significativa quando comparada as medidas pré-lesdo do grupo. Esta hipersensibilidade
ainda estava presente aos 10 dias ap0s a constricdo, na pata ipsilateral a leséo (Figura
07). Dentro do grupo Sham, os ratos ndo mostraram redugéo significativa na resposta
aos filamentos de Von Frey na pata ipsilateral a lesdo tecidual, nos periodos de 3 ou 10
dias ap6s a manipulacdo do nervo isquidtico, ndo ocorrendo, assim, acréscimo da

sensibilidade mecanica neste grupo experimental (Figura 07).

Quando foi feita a comparacdo das respostas de sensibilidade mecéanica nas
patas ipsilateral e contralateral a lesédo, considerando-se apenas os resultados obtidos
apos a leséo periférica dentro de cada grupo experimental, o grupo Sham ndo mostrou
mudancas estatisticamente significativas aos 3 ou 10 dias ap6s o procedimento
cirdrgico. Porém, nos animais do grupo CI, na pata com lesdo nervosa periférica, a
sensibilidade mecanica estava significativamente aumentada aos 3 dias, pois 0s
animais responderam a filamentos de menor intensidade em gramas. Esta diferenca
significativa também ocorreu aos 10 dias ap0s a constricdo do nervo isquiético (Figura
08).
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Figura 07: Respostas aos filamentos de Von Frey, em gramas (g - eixo da ordenada),
aplicados na pata ipsilateral a lesdo (direita). Estdo representadas as respostas obtidas antes
(pré-lesdo) e apds (pos-lesdo) a lesdo periférica nos ratos submetidos a manipulagcdo (Sham)
ou constricdo do nervo isquiatico (Cl) nos periodos de 3 ou 10 dias apos a lesdo. * Diferenca
estatisticamente significativa entre as medidas pré e pdés-cirlrgica (teste t de Student para

amostras pareadas, p<0,05).
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Figura 08: Respostas aos filamentos de Von Frey, em gramas (eixo da ordenada), aplicados
nas patas ipsilateral e contralateral a lesdo. Estdo representadas as respostas obtidas apos a
lesé@o periférica nos ratos submetidos a manipulacdo (Sham) ou constricdo do nervo isquiatico
(CI) nos periodos de 3 ou 10 dias apoés a lesdo. * Diferenga estatisticamente significativa entre
as medidas das patas ipsilateral e contraleral a lesdo (teste t de Student para amostras

pareadas, p < 0,05).
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2. Teste da Placa Quente

A laténcia das respostas obtidas antes da lesdo periférica (pré-lesdo) nos
animais dos grupos Sham ou CI nao diferiram significativamente no teste da placa
guente em nenhum dos periodos considerados neste estudo. Esta laténcia de resposta
também ndo mostrou modificacdes significativas dentro do grupo Sham, tanto aos 3
como aos 10 dias apds a lesado periférica. Todavia, a laténcia de resposta ao teste da
placa quente reduziu significativamente trés dias apos a constricdo do nervo isquiético,
0 que indica aumento da sensibilidade térmica nos animais do grupo CI. Esta maior
sensibilidade térmica ainda estava presente neste grupo aos 10 dias apés a lesdo
nervosa periférica, mostrando que neste periodo ainda ndo ocorreu retorno aos valores

basais da laténcia de resposta a este teste (Figura 09).
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Figura 09: Média da laténcia (em segundos - s) das respostas ao teste da placa quente. Estéo
representadas as respostas obtidas antes (pré-lesdo) e apds (p6s-lesdo) a lesdo nervosa
periférica nos ratos submetidos a manipulacdo (Sham) ou constricdo do nervo isquiatico (CI)
nos periodos de 3 ou 10 dias apds a lesdo. * Diferenca estatisticamente significativa entre as

medidas pré e pés-cirurgica (teste t de Student, p < 0,05).



31

3. Valores da atividade da enzima SOD

Na medula espinal, a atividade da enzima SOD estava reduzida aos 3 dias ap0s a
lesdo periférica nos animais dos grupos Sham e Cl. Porém, este decréscimo nao foi
estatisticamente significativo quando comparado aos valores obtidos nos ratos do
grupo controle (controle: 6,6+1,1; Sham: 3,9+0,8; CI: 3,3+0,9; p<0,07 e p<0,19 quando
comparados controle e Cl, e controle e Sham, respectivamente) (Figura 10A). Aos 10
dias apds a lesdo periférica, a atividade da SOD aumentou na medula espinal dos
animais dos grupos Sham e Cl. O acréscimo foi significativo quando comparado aos
valores obtidos na atividade desta enzima aos 3 dias nestes dois grupos experimentais.

Todavia, este novo valor foi similar aquele obtido no grupo controle (Figura 10A).

Similar ao que foi observado na medula espinal, a atividade da SOD também
reduziu no tronco encefalico 3 dias apos a lesdo periférica nos grupos Sham e CI.
Todavia, no tronco encefalico esta reducédo foi estatisticamente significativa quando
comparada aos valores obtidos no grupo controle (Figura 10B). Aos 10 dias, a atividade
da SOD ainda se encontrava significativamente reduzida no tronco encefélico dos ratos
do grupo Sham, mas com valor similar ao do grupo controle nesta regido do sistema
nervoso central nos animais com constricado no nervo isquiatico, 0 que mostra o retorno

da atividade da SOD apenas no grupo CI (Figura 10B).

No neocoértex, a atividade da SOD aumentou apenas no grupo Cl aos 3 dias apés a
lesdo nervosa periférica. Este acréscimo foi estatisticamente significativo quando
comparado aos valores obtidos nos grupos controle e Sham dos 3 dias. Neste periodo,
os valores encontrados para a SOD no grupo Sham ndo mostraram mudancas
significativas, sendo similares aqueles obtidos no grupo controle (Figura 10C). Todavia,
aos 10 dias ap0s a intervencao cirurgica na periferia, a atividade da enzima SOD ainda
estava significativamente aumentada no neocortex dos ratos pertencentes ao grupo Cl,
sendo este valor similar aquele obtido neste grupo experimental aos 3 dias apds a
constricdo do nervo isquiatico. O grupo Sham, por sua vez, mostrou acréscimo na
atividade da SOD aos 10 dias. Este aumento foi estatisticamente significativo quando
comparado aos valores obtidos nos animais dos grupos controle e Sham dos 3 dias
(Figura 10C).

Interessantemente, a atividade da SOD no neocoértex dos ratos pertencentes ao
grupo controle foi praticamente a metade dos valores encontrados na medula espinal e

tronco encefalico destes animais (Figura 10A, B, C).
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Figura 10 — Medida da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em medula espinal
(A), tronco encefalico (B) e neocortex (C) de ratos controle e submetidos a manipulacdo (Sham)
ou constricdo do nervo isquiatico (Cl) apés 3 ou 10 dias da lesdo. Os resultados estdo
expressos em médiaterro padrdo da média, n=6. (a) Indica diferenca significativa quando
comparado ao Sham e Cl dos 3 dias; (b) indica diferenca significativa quando comparado ao
controle; (c) indica diferenga significativa quando comparado ao Sham dos 3 dias (p<0,05,

ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni).
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4. Valores da atividade da enzima Catalase

Na medula espinal, a atividade da enzima CAT n&o mostrou modificacdes
significativas nos animais do grupo Sham, tanto aos 3 como aos 10 dias apos a lesao
periféerica (Figura 11A). Todavia, a atividade desta enzima mostrou aumento
estatisticamente significativo nos animais do grupo CI aos 3 dias apés a constricdo do
nervo isquiatico. Este acréscimo ainda estava presente aos 10 dias nesta regido do
tecido nervoso neste grupo de ratos. O aumento nestes intervalos de tempo foi
significativo em relac&o aos valores dos grupos controle e Sham dos 3 ou 10 dias.

O tronco encefélico, por sua vez, ndo mostrou modificacbes significantes na
atividade desta enzima aos 3 dias apos a lesdo periférica, tanto no grupo Sham como
no CIl (Figura 11B). Aos 10 dias ap6s o procedimento cirdrgico, os animais do grupo
Sham mostraram redugé&o significativa na atividade da CAT, sendo que este novo valor
diferiu tanto daqueles obtidos nos animais do grupo controle como dos grupos Sham e
Cl dos 3 dias. Ja nos ratos com constricdo do nervo isquiatico, diferente do que ocorreu
nos animais Sham, a atividade da CAT aumentou aos 10 dias, sendo este acréscimo
significativo em relagéao aos valores obtidos nos grupos Sham aos 3 ou 10 dias, e no ClI
aos 3 dias. Porém, o novo valor de atividade da CAT néao diferiu significativamente

daquele encontrado nos animais do grupo controle (Figura 11B).

Interessantemente, os valores de atividade da CAT do tronco encefélico dos
ratos controle foram sempre maiores do que aqueles observados na medula espinal e

neocortex (Figura 11B).

No neocértex, a atividade da CAT nos ratos do grupo controle foi praticamente a
metade dos valores obtidos na medula espinal e no tronco encefalico destes animais. A
atividade desta enzima ndo mudou significativamente aos 3 dias apdés a lesdo
periférica. Isto ocorreu tanto no grupo Sham como naquele com constricdo no nervo
isquidtico (Figura 11C). Este mesmo padrdo de resposta foi observado aos 10 dias nos
animais do grupo Sham. Entretanto, os ratos do grupo CI mostraram acréscimo
significativo na atividade da CAT aos 10 dias ap0s a constricdo do nervo isquiatico.
Este aumento foi estatisticamente significativo em relacdo aos valores obtidos nos
grupos controle e Sham 3 ou 10 dias, e ainda em relacdo aos valores do grupo CI

obtido aos 3 dias ap6s o procedimento cirdrgico (Figura 11C).



34

0,8
Medula espinal

0,6 - a

I

o

Catalase
[pmoles/mg proteina]

0,4 - T
\‘*
0,2 - \
N
Controle 3 Dias 10 Dias
B Sham Cl
B
0’8 ) v d .
Tronco encefdlico
P c
‘é 0,6 7
o l I
5= "N
FE 04 | b
(SI \
©
€ 0,2 \
Z
N
Controle 3 Dias 10 Dias
B S ham Cl
C
0,8 ,
Neocortex
g 0,6
e g q
SE 04 .
© 3
g 02 T L
- N
BN\
Controle 3 Dias 10 Dias

B S ham Cl

Figura 11 - Medida da atividade da enzima catalase em medula espinal (A), tronco encefélico (B) e
neocortex (C) de ratos controle e submetidos & manipulagdo (Sham) ou constricdo do nervo isquiético (Cl)
apos 3 ou 10 dias da lesdo. Os resultados estdo expressos em médiaterro padrdo da média, n=6. (a)
Indica diferenca significativa quando comparado ao controle e ao Sham dos 3 e 10 dias; (b) indica
diferenca significativa quando comparado ao controle e ao Cl dos 3 e 10 dias; (c) indica diferenca
significativa quando comparado ao Sham dos 3 e 10 dias e ao Cl dos 3 dias; (d) indica diferenca
significativa quando comparado ao controle, ao Sham dos 3 e 10 dias e ao Cl dos 3 dias (p<0,05, ANOVA

de duas vias seguida do pos-teste de Bonferroni).



35

5. Teores de acido ascorbico

Na medula espinal, o teor do &cido ascoérbico reduziu significativamente nos
animais do grupo com lesdo no nervo isquiatico, ou seja, no grupo Cl aos 3 dias apés a
intervencao cirargica (Figura 12 A), quando estes valores foram comparados aqueles
obtidos nos grupos controle e Sham. Aos 10 dias, esta redugdo nao estava presente no
grupo ClI, e os valores encontrados na medula espinal destes animais foram similares
aqueles obtidos na medula espinal dos animais dos grupos controle e Sham 3 ou 10
dias. Nenhuma modificacdo estatisticamente significativa ocorreu nos ratos
pertencentes ao grupo Sham nos periodos de 3 ou 10 dias ap6s a manipulacdo do

nervo isquiatico (Fig. 12A).

No tronco encefalico (Fig 12B) e no neocértex (Fig. 12C) ndo foram observadas
mudancas significativas nos diferentes grupos experimentais, nos periodos de 3 ou 10

dias apos a intervencao cirargica periférica.
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Figura 12 - Teores de acido ascorbico em medula espinal (A), tronco encefalico (B) e
neocortex (C) de ratos controle e submetidos a manipulacdo (Sham) ou constricdo do nervo
isquiatico (Cl) apds 3 ou 10 dias da lesdo. Os resultados estdo expressos em médiaterro
padrdo da média, n=6. * Indica diferenca significativa quando comparado aos grupos controle

e Sham dos 3 dias (p < 0,05, ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni).
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6. Valores de peroxidacgéo lipidica pela técnica do xilenol laranja

Na medula espinal, a constricdo do nervo isquidtico ocasionou aumento
estatisticamente significativo na peroxidacao de lipideos medida pela técnica do xilenol
laranja (Figura 13A). Este acréscimo ocorreu aos 3 e 10 dias apés a injuria nervosa
periférica, sendo o valor obtido aos 10 dias similar aquele dos 3 dias. Este valor foi
significativamente diferente daqueles obtidos nos grupos controle e Sham dos 3 dias.
Nos ratos do grupo Sham, o aumento significativo foi observado somente aos 10 dias
apos a lesao tecidual, sendo que este diferiu tanto dos valores do grupo Sham aos 3

dias como daqueles do grupo controle (Figura 13A).

No tronco encefalico houve aumento estatisticamente significativo nos valores de
peroxidacao lipidica apenas aos 10 dias (Figura 13B). Este acréscimo ocorreu tanto no
grupo Sham como no grupo Cl quando os valores dos mesmos foram comparados
aqueles do grupo controle. Nos animais do grupo Cl, o aumento ocorrido aos 10 dias
foi estatisticamente diferente daquele do grupo CI dos 3 dias. No grupo Sham dos 10
dias o acréscimo foi significativamente diferente dos valores dos grupos Sham e Cl dos
3 dias. E interessante destacar que o acréscimo da lipoperoxidacio no tronco
encefalico dos animais do grupo Sham foi o triplo daquela obtida nos ratos dos grupos
Cl dos 3 ou 10 dias, do Sham 3 dias e do controle (Figura 13B).

No neocortex, os valores de peroxidacéo de lipideos aumentaram somente aos
10 dias apos a leséo periférica, estando este acréscimo significativo presente tanto no
grupo CI como no grupo Sham deste periodo (Figura 13C). O aumento observado no
neocortex destes grupos experimentais diferiu significativamente dos valores obtidos
nos grupos Sham e CI dos 3 dias, e controle.
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Figura 13 — Medida de lipoperoxidacéo por método do Xilenol Laranja em medula espinal (A), tronco
encefélico (B) e neocdrtex (C) de ratos controle e submetidos a manipulagéo (Sham) ou constri¢cdo do
nervo isquiatico (Cl) apés 3 ou 10 dias da lesdo. Os resultados estdo expressos em médiaterro
padrdo da média, n=6. (a) Indica diferenca significativa quando comparado ao controle; (b) indica
diferenca significativa quando comparado ao Sham dos 3 dias; (¢) indica diferenca significativa
quando comparado ao Cl dos 3 dias (p<0,05, ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de

Bonferroni).
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DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos alteragcdes nas sensibilidades mecanica e
térmica apos inducao de lesdo nervosa periférica por constricdo no nervo isquiatico de
ratos. Essas alteracdes foram similares agquelas descritas na literatura (Khodr e Khalil,
2001; Cizcova et al, 2002; Varija, et al,2009, Kim et al, 2004; Gabay, 2004).

Paralelamente as alteracGes nas sensibilidades mecanica e térmica, o presente
estudo observou modificacbes na atividade de diversos parametros oxidativos na
medula espinal lombossacral, tronco encefalico e neocortex destes animais. Como as
EROs parecem envolvidas no processamento da dor neuropdtica (Takahashi et al.,
2007; Yowtak et al.,, 2011), as alteragbes dos parametros oxidativos observadas no
presente estudo provavelmente se relacionam com as modificacbes na sensibilidade.
Apesar da necessidade de realizacdo de estudos complementares, € possivel que as
similaridades e diferencas ocorridas nos parametros oxidativos dos grupos Sham e CI
estejam relacionadas com o nivel de ativagdo das vias nociceptivas centrais nestas

condicoes.

Na medula espinal lombossacral, regido de entrada das informacdes sensoriais
no modelo experimental utilizado em nosso estudo, a peroxidacdo de lipidios estava
aumentada nos ratos do grupo Cl aos 3 dias, estando ainda elevada aos 10 dias. O
acrescimo de lipoperoxidacdo sugere aumento na producao de EROs nesses intervalos
de tempo, neste grupo experimental, em decorréncia da presenca da lesdo nervosa
periférica, o que esta de acordo com dados da literatura (Katoh et al., 1996; Varija et
al., 2009; Rossato et al., 2010; Yowtak et al., 2011). Como as sensibilidades mecéanica
e térmica estavam também aumentadas nestes periodos, isto sugere o envolvimento
das EROs nestas sensacodes. Hipotese similar foi recentemente sugerida no estudo de
Yowtak e colaboradores (2011), os quais observaram reducdo da hiperalgesia
mecanica apés administracao intratecal de um scavenger de EROs. Interessantemente,
a lipoperoxidacdo aumentou também na medula espinal do grupo Sham aos 10 dias
apos a lesdo periférica, enquanto nenhuma modificacdo significativa ocorreu nas
sensibilidades mecéanica e térmica. Apesar de inicialmente este resultado permitir um
guestionamento da hipétese anteriormente sugerida, deve ser lembrado que este grupo
de ratos foi submetido a uma lesdo periférica para o isolamento do nervo isquiatico. E

possivel que a lesdo nesta situacdo ndo tenha sido suficiente para alterar as
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sensibilidades, mas a ativacdo de nociceptores periféricos e a regeneracao tecidual
tenha ocasionado o aumento da lipoperoxidagcdo na medula espinal destes animais.
Um estudo recente realizado em nosso laboratério demonstrou, no grupo Sham,
aumento estatisticamente significativo na formacéo de peréxido de hidrogénio (H.05,)
10 dias ap0s a realizacdo da leséo tecidual (dados em redacéo). Este acréscimo pode

ser o fator envolvido no aumento da lipoperoxidagc&o neste grupo experimental.

Diferente da resposta do grupo Sham, o grupo CI reduziu significativamente a
formacdo de H,O, na medula espinal aos 10 dias ap0s a lesdo nervosa periférica.
Contudo, esta diminuicdo ja estava presente aos 3 dias ap0s a intervencéao cirdrgica
(dados em redacédo). Considerando os resultados do presente estudo, onde se
observou aumento na atividade da enzima CAT na medula espinal, aos 3 e 10 dias
apos a constricdo do nervo isquiatico, ou seja, apenas no grupo Cl, se pode sugerir que
a reducéo do H,O; se relaciona com este aumento da atividade desta enzima. E sabido
que a CAT neutraliza o perdxido de hidrogénio, resultando de sua atuagdo agua e
oxigénio (Mruk et al., 2002; Nishikawa et al, 2009).

Outra modificacdo que deve contribuir para os menores valores de H,O, é a
reducdo da atividade da enzima SOD na medula espinal aos 3 dias ap0s a leséo
periférica. Contudo, este decréscimo ocorreu tanto nos ratos do grupo Cl como nos
animais pertencentes ao grupo Sham. O retorno de sua atividade a valores similares
aqueles encontrados no grupo controle ocorreu aos 10 dias, em ambos o0os grupos
experimentais. E provavel que esta diminuicdo na atividade da SOD seja uma
consequéncia do aumento na formacdo de Oxido nitrico. Hipétese similar foi
recentemente sugerida diante da reducdo da atividade da SOD em cértex
somatossensorial apos inducao de dor visceral (Vaculin et al., 2010). Esta demonstrado
que uma das modificacbes observadas apds constricio no nervo isquiatico € o
acréscimo na formacédo de 6xido nitrico (Joe e Lokesh, 1997; Khalil e Khodr, 2001; Naik
et al., 2006). Como aos 3 dias ha uma leséo periférica tanto nos ratos Sham como nos
Cl, isto provavelmente ocasionou aumento na sintese de oOxido nitrico, o qual pode
estar envolvido na reducéo da atividade da enzima SOD na medula espinal dos ratos
destes grupos experimentais. Como a atividade desta enzima apresentou valor similar
ao do grupo controle aos 10 dias, a formacdo de H,O, aumentou nos grupos Cl e
Sham. Porém, apenas o grupo Cl teve acréscimo na atividade da CAT neste periodo, 0
que ocasionou o0 decréscimo do H,O, neste grupo. Como a transmissao sinaptica

parece ser reduzida diante de acréscimo no H,O, (Geniatullin et al.,, 2006), o
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decréscimo na formacéo desta molécula no grupo Cl poderia estar contribuindo para a
transmissado da informacao nociceptiva neste grupo experimental, 0 Unico com aumento
das sensibilidades mecéanica e térmica neste estudo. Um apoio a esta hipbtese é o
estudo onde a administracdo de um inibidor da SOD reduziu o comportamento

nociceptivo dos animais tratados (Viggiano et al., 2005).

Estudos sugerem que a defesa priméria contra radicais sulfidril, de oxigénio e de
nitrogénio no sistema nervoso central € o antioxidante ndo enzimatico acido ascorbico,
sendo este rapidamente reduzido em situacdes de trauma a este tecido (Bayir et al.,
2002; 2005; Tyurin et al., 2000). A deplecao deste antioxidante promove aumento da
concentracdo de radicais S-nitrosotiois em fluidos biologicos (Bayir et al., 2005), os
quais promovem nitrosilacdo em receptor de glutamato do tipo NMDA (N-Metil-D-
Aspartato), reduzindo a excitotoxicidade deste neurotransmissor, e em caspases, 0 que
diminui a apoptose (Lipton et al., 1993; Mannick et al., 1999). No presente estudo,
houve reducéo do teor de acido ascérbico na medula espinal dos ratos do grupo Cl aos
3 dias apos a injdria nervosa periférica. E possivel que esta reducéo se relacione a este
papel atribuido ao acido ascorbico, pois a diminuicdo desta molécula, nesta situacao
experimental que sabidamente ativa mecanismos nociceptivos, contribuiria para o
controle da ativac&o do receptor NMDA. E sabido que em situa¢es de dor ha aumento
na liberagdo de glutamato e ativacdo do receptor NMDA (Millan, 1999). Frente ao
provavel aumento na liberacdo de glutamato na medula espinal dos animais do
presente estudo, deve ser considerada ainda a hipotese de que a reducdo do acido
ascorbico se relacione com a maior ativacdo do trocador glutamato-ascorbato. Em
situacdes de injuria por constricdo na medula espinal houve aumento na concentracao
extracelular de acido ascérbico, a qual parece ter decorrido do acréscimo na liberacao
de glutamato (Tsai et al., 2005). Esses autores propuseram que a ativacao do trocador
glutamato-ascorbato, nessa situacdo, ocorreu com o intuito de diminuir a excitoxidade
provocada pela presenca de glutamato no espacgo extracelular. Esta possibilidade
também deve ser considerada diante da reducéo do teor de acido ascoérbico na medula
espinal dos ratos lesionados. Contudo, o teor desta molécula retornou a valores
similares aos obtidos no grupo controle aos 10 dias. Esta demonstrado que o acido
ascorbico nédo é sintetizado no sistema nervoso central de mamiferos, e em condi¢des
normais seus valores sao precisamente regulados e mantidos com uma taxa de
renovacdo de 2% h (Chatterjee et al., 1975; Spector et al., 1977). Isto pode ser a
explicacéo para o retorno destes valores aos 10 dias.
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Diferente das mudancas ocorridas na medula espinal, o tronco encefalico
aumentou a lipoperoxidacdo apenas aos 10 dias nos grupos Sham e CI, o que indica
acréscimo nas EROs neste periodo, nesses grupos experimentais. E possivel que o
aumento da atividade da enzima CAT nessa regiao encefalica no grupo ClI, aos 10 dias,
seja devido a este acréscimo da lipoperoxidacdo. O aumento na atividade desta
enzima, por sua vez, provavelmente se relaciona com as mudancas na atividade da
SOD. Esta enzima teve sua atividade reduzida aos 3 dias ap0s a constricdo do nervo
isquiatico e retornou a valores similares ao do grupo controle aos 10 dias. Similar a
hipotese apresentada para a medula espinal, € possivel que esta reducédo da SOD no
grupo CI esteja contribuindo para a resposta comportamental nociceptiva deste grupo
experimental (Viggiano et al., 2005; Takahashi et al., 2007). E possivel que a
diminuicdo da atividade desta enzima seja decorrente do aumento na formacédo de
perdxido de hidrogénio e Oxido nitrico, os quais inibem sua atividade (Bray e Cockle,
1974; Joe e Lokesh, 1997). Pode-se sugerir aumento na formacdo destas moléculas
desde que foi demonstrado que uma das consequéncias da constricdo do nervo
isquiatico é o aumento na atividade neural de distintas areas do tronco encefélico (Mao
et al., 1993; Mor et al., 2011).

O maior valor de lipoperoxidagdo obtido no tronco encefélico dos animais do
grupo Sham aos 10 dias deve se relacionar ao fato de que a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT estava reduzida neste periodo de tempo. Estando reduzida a
atividade da SOD pode ter ocorrido aumento na formacdo do ion superoxido. SOD e
CAT atuam sinergisticamente, de modo que a auséncia ou menor atividade de uma
resulta em menor efetividade na atividade da outra (Kono e Fridovich, 1982). O anion
superoxido, quando nao neutralizado pela SOD, tem acao inibitoria sobre a atividade
da CAT, formando rapidamente um complexo reversivel com o grupamento heme, junto
ao Fe*. Como a primeira reacdo da CAT é justamente reduzir uma molécula de
peréxido utilizando o elétron do ferro, para formar Fe*?, a reacdo ndo ocorre (Putnam et
al, 2000; Kono e Fridovich, 1982). Tal processo poderia estar envolvido na reducéo da
atividade da CAT aos 10 dias. Se esta for a situacdo, parece que a leséo tecidual e a
injuria nervosa periférica, nesta regido do SNC, recrutam diferentemente os sistemas
antioxidantes. Considerando as alteracées de sensibilidade, pode-se sugerir que as
mudancas oxidativas possivelmente estejam relacionadas com as diferentes
intensidades nociceptivas dos grupos Sham e Cl. Porém, o entendimento desta

questdo necessita da realizacdo de estudos complementares com diferentes
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abordagens metodoldgicas, as quais possibilitem a visualizacdo de mudancas locais

nesta regido do tecido nervoso.

No neocoértex, a atividade da enzima SOD estava aumentada no grupo Cl aos 3
e 10 dias apOs a intervencdo cirargica, enquanto a atividade da CAT mostrou
acréscimo somente aos 10 dias neste grupo experimental. Este resultado é o oposto
daquele observado em dor visceral, pois neste tipo de dor houve reducao da atividade
das enzimas SOD e glutationa peroxidase no cértex somatossensorial dos animais
algésicos (Vacullin et al., 2010). Porém, esta diferenca deve ser analisada com cautela,
pois o presente estudo mediu a atividade das enzimas SOD e CAT utilizando todo o
neocortex, o que impossibilita a visualizagdo de resposta localizada. Assim, ndo se
pode excluir a possibilidade de diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes no
cortex somatossensorial dos ratos do grupo CI. Todavia, estda demonstrado aumento da
atividade neural em diversas areas corticais de ratos submetidos a constricdo do nervo
isquidtico (Mao et al., 1993). Atividade neural aumentada ocasiona maior utilizagéo de
oxigénio, o que leva a maior formacdo de EROs e, consequentemente, maior
recrutamento de defesas antioxidantes, o que poderia explicar a maior atividade das
enzimas SOD e CAT no grupo CI. Contudo, a atividade da enzima SOD aumentou no
neocortex dos ratos do grupo Sham aos 10 dias, enquanto nenhuma mudanca
significativa ocorreu na atividade da CAT nesta regido do SNC. Estando a SOD com
atividade aumentada, ocorreu maior formacdo de H,O,, 0 que explica os maiores
valores de lipoperoxidacao no neocortex dos animais deste grupo experimental. A falta
de modificagdo na atividade da CAT possivelmente seja decorrente de uma maior
utilizacdo da enzima glutationa peroxidase nesta regido. No cérebro de ratos, diversos
trabalhos atribuem a glutationa peroxidase papel primario na eliminacdo de peroxidos
(Dringen et al, 2000; Ishibashi et al, 2002). Em mamiferos, esta enzima é encontrada
tanto no citosol como na matriz mitocondrial e é capaz de eliminar o perdxido de

hidrogénio mais eficientemente do que a catalase (Ishibashi et al, 2002). (

Nenhuma modificacdo significativa ocorreu nos teores de acido ascorbico do
tronco encefélico e do neocértex dos diferentes grupos experimentais. Sendo o acido
ascorbico a defesa primaria contra radicais sulfidril de oxigénio e de nitrogénio no
sistema nervoso central, o qual € rapidamente reduzido em situacdes de lesdo a este
tecido (Bayir et al., 2002; 2005; Tyurin et al., 2000), a falta de mudancas em sua
concentracdo provavelmente estd indicando a auséncia de dano oxidativo nestas

regides. Todavia, esta hipétese deve ser também analisada com cautela, pois o



presente estudo determinou os teores desta molécula em homogeneizados de toda a
regido do tronco encefélico e neocortex, o que impossibilitou a visualizacdo de
alteracdes locais nestes tecidos. Assim, para um melhor entendimento das mudancas
nos teores de acido ascorbico do tronco encefalico e neocortex de ratos submetidos a
leséo periférica € necessaria a realizacdo de estudos complementares que possibilitem

a visualizagcédo de mudancas locais nestas regides do tecido nervoso.

Embora o presente estudo tenha até este momento considerado as mudancas
dos parametros oxidativos estudados como mecanismos para a protecdo do tecido
neural frente a presenca de uma leséo periférica, ndo se pode descartar a possibilidade
de que as modificagBes ocorridas ndo se relacionem a danos a lipideos e proteinas.
EROs podem agir como segundos mensageiros intracelulares que modulam sistemas
de neurotransmissores envolvidos no processamento nociceptivo (Rhee et al., 2000).
Este possivel papel para as EROs poderia ter ocasionado as mudancas dos
parametros oxidativos do SNC descritas no presente estudo. Ainda, deve ser
considerada a possibilidade de que as modificagdes ocorridas no tronco encefalico e
neocortex, embora tenham sido observadas nos grupos lesionados, podem néo estar
diretamente envolvidas no processamento nociceptivo, mas relacionadas com atividade
motora, ingestdo alimentar, funcdo cardiovascular e respiratéria dos animais

submetidos a lesao.

Assim, a realizacdo de estudos complementares, com diferentes abordagens
metodolégicas que propiciem analise local das mudancas oxidativas, se torna
necessario, e o conhecimento proporcionado pelos mesmos fornecerédo subsidios para
melhor entendimento das diferencas dos parametros oxidativos nos grupos Sham e ClI

mostrados no presente estudo.



45

Conclusao

A partir dos resultados do presente trabalho pode-se concluir que a constricdo
do nervo isquiatico, como modelo de dor neuropética, desencadeia aumento nas
sensibilidades mecéanica e térmica e, paralelamente, aumento na lipoperoxidagédo e
alteracbes em sistemas antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos na medula
espinal, tronco encefalico e neocortex, tanto de ratos com constricAo no nervo
isquidtico como em ratos Sham. Muitas dessas mudancas j& estdo presentes aos 3
dias apos a intervengdo cirargica, sendo ainda muitas delas observadas aos 10 dias
apos este procedimento. Embora seja possivel que as modificagdes ocorram com o
intuito de prevenir o estabelecimento de um quadro de estresse oxidativo no SNC,
devido a diferente intensidade de ativacdo das vias nociceptivas centrais nos ratos
Sham e CI, é preciso considerar ainda a possibilidade de que as mudancas tenham
ocorrido devido a utilizagdo de EROs como sistemas de sinalizacao intracelular. Assim,
a determinacdo de mudancas locais em parametros oxidativos nas regiées do SNC
destes grupos experimentais podera complementar o entendimento das mudancas de

parametros oxidativos aqui observadas.
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